Histogénese de calo de explante caulinar de Datura insignis Barb. Rodr.
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Resumo

Calos n¥o-homogéneos e compactos foram induzidos a partir de explantes internodais de Datura insignis Barb. Rodr. cultivados
em maio B5 {Gamborg, 1968) suplementado com 1mg/1 BAP + 0,25 e Img/I NAA. A andlise histologica do calo revelou que, embora
tenham ocorrido divisdes periclinais na epiderme, no colénquima e no parénquima cortical, interfascicular e medular, apenas os teci-

Os situados entre a epiderme e o cilindro central transformaram-se em tecido calogénico. Constatou-se a diferenciagdo de elementos
Xlematicos e centros meristematicos dispersos pelo calo. Em meio com 1mg/| BAP + 0,25mg de NAA observou-se a presenga de
Sstruturas globulares constituidas de células em divis3o periclinal com arranjo radial e inGmeros centros meristeméticos. Ndo foi possi-
Vel identificar a presenga de embrides sométicos, considerando-se os calos como n3o-embriogénicos.

Abstract

Compact and non-homogeneous callus were induced to start from internodal explant of Datura insignis Barb. Rodr. Cultured on
BS Medium (Gamborg et al., 1968) suppleménted with 1mg/l BAP + 0,25 and 1mg/l NAA. The callus histological analysis showed
that although periclinal division may have occurred in the epidermis, colenchyma and cortical, interfascicular and medullary parenchy-
ma, only the tissues situated between the epidermis and central cylinder were transformed into callogenic tissue. It was observed
the differentiation of xilematic elements and meristematic centers dispersed by callus. On a medium with 1 mg/I BAP + 0,25mg NAA
Was observed the presence of globular structures made up of cells in periclinal division with radial array and many meristematic cen-
ters. We could not identify the presence of somatic embryos if one considers the callus as not embryogenic.

contrado registro sobre o assunto para Datura insignis,
tornou-se objeto do presente trabalho a analise histologi-
ca da iniciagdo e desenvolvimento do tecido de calo pro-
veniente de explante caulinar da espécie acima citada, uma
vez que Guha & Maheshwari (1964) conseguiram obser-
var o desenvolvimento de embndes /n vitro a partir da an-
tera de Datura innoxia Mill.

lntl"odu;:’io

A organogénese ou a embriogénese induzida em ca-
los Provavelmente ocorre muito cedo, durante a iniciagdo
destes, resultando num agregado organizado de células
(Thomas & Street, 1970) que guarda uma capacidade
de pProliferagdo, ainda reprimida pela aplicacio exdgena
d°§ reguladores. Esses calos podem, também, crescer
Rpidamente, mas com uma linhagem de células ndo-mor-
fogénicas (Thomas & Wernick, 1978). A importancia des-
Ses conhecimentos reflete o interesse cientifico pelos gru-
POs vegetais de indiscutivel valor econdémico e com alta
Capacidade regenerativa, que sdo de extremo significado
Para pesquisas em embriogénese somética (Vasil &
Vasil, 1982).

Através da histogénese do calo é possivel acompa-
Phar o desenvolvimento de estruturas morfoldgicas des-
de suas fases iniciais de formacdo. Visto que ndo foi en-

Material e métodos

Secg¢des internodais de caule de Datura insignis Barb.
Rodr. foram obtidas a partir de plantulas cultivadas in vi-
tro em meio de Murashige & Skoog-MS (1962). Os seg-
mentos, com 3 a 5mm de comprimento e aproximadamen-
te 2mm de didmetro, foram cultivados em tubos de ensaio
{25 x 150mm) contendo 15ml de meio nutritivo B5 (Gam-_
borg et al., 1968), selecionado face aos resultados positi-
vos ja obtidos com a cultura da espécie (Figueiredo & Es-
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quibel, 1988). As combinagdes hormonais utilizadas como
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promotoras de calogénese foram 1mg/| de benzil-amino-
purina {BAP) com 0,25 e Img/l de 4cido naftaleno-acético
(NAA) (Figueiredo & Esquibel, 1987): Os meios foram ajus-
tados para pH 5,5, solidificados com 7g/| de agar e auto-
clavados a 120°C por 15 minutos. Para cada tratamento
a amostragem fol de 20 tubos. As culturas foram incuba-
das a 25°C sob regime de 16 horas de luz/dia, com inten-
sidade de 2500 lux. ,
Os calos permaneceram 25 dias em cultura, sendo qu
em 1mg/! BAP + 0,25mg/I NAA o periodo de incubagdo
estendeu-se até 60 dias, sem subcultura. Ap6s 0, 3, 5, 10,
15, 20, 25 e 60 dias em cultura foram fixados em FAA (eta-
nol 50°GL) e submetidos aos processos usuais de histolo-
gia vegetal (Johansen, 1940). Cortes seriados transversais,
com espessura de 12;'m, obtidos com o auxilio de micré-
tomo rotativo de Spencer, foram corados pela combina-
¢8o Astrablau x Fucsina bésica (Braga, 1977). A documen-
tagdo foi feita por meio de desenho obtido com o auxilio
da camara clara, acoplada ao Microscopio Otico, e as fo-

tomicrografias foram realizadas com Microscépio Micro-

nal Olympus BH2.

Resultados

Secgdes transversais de caules cultivados in vitro re-
velam epiderme uniestratificada com cuticula delgada e a
=-~~:nga de tricomas glandulares e tectores bicelulares. O
tecido de sustentagdo, representado pelo colénquima do
tipo angular, constitui-se de 3-4 camadas de células. O pa-
rénquima cortical é formado por células aproximadamen-
te isodiamétricas e mostra em sua camada mais interna
elevado contetido amilifero. O sistema vascular acha-se
constituido por feixes do tipo bicolateral e a regido medu-
lar & ocupada por células parenquimaticas heterodimen-
sionais (Fig. 1). " i, 4

Apbs trés dias de incubagdo observa-se uma altera-
¢do diferencial e irregular na superficie periférica do explan-
te, sobretudo na regido que ndo estd em cdntato com o
meio de cultura. A anélise histolégica mostra células em
divisdo periclinal na epiderme, no colénquima e nas célu-
las parenquimdticas, com maior freqiiéncia no parénqui-
ma perivascular (Figs. 2 e 3). Paralelamente ocorre aumento
de volume celular, sobretudo nas células do colénquima
e dos parénquimas cortical e vascular. ‘

As células resultantes das divisdes iniciais contribuem
para a formag8o de um tecido de calo claro, com aspecto
homogéneo, ja visivel cinco dias ap6s o cultivo. Observa-
se intensa divisdo das células epidérmicas e das camadas
corticais, que se agrupam em fileiras radiais (Fig. 4). Na
regidio vascular ha formagdo de novos elementos xilema-
ticos (Fig. 5). .

Entre 0 10 e o 15? dias de cultura ocorre um acen-
tuado desenvolvimento do tecido do calo, decorrente de
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Fig. 1 Esquema do caule de'Datura insignis Barb. Rodr. cultivado i
vitro; secg¢do transversal.

uma proliferagdo desordenada das células parenquimati-
cas, que empurram a epiderme para o exterior, culminan-
do com sua ruptura. Distribuidos pela regido periférica do
calo, observa-se a presen¢a de centros merstematicos,
com diferenciagdo de grupos vasculares independentes do
cilindro vascular do explante caulinar (Figs. 6 e 7). Além
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Fig. 2, Seccdo transversal de explante caulinar, apds trés dias em cultu-

U ’Y’OStrando divisfo periclinal em células da epiderme e das camadas
°°ft!§:ais. MO. 197x.

desses centros, diferenciam-se, com menor freqiiéncia, ele-
Mentos xileméticos, dispersos pelo tecido do calo (Fig. 8).
Onstata-se, ainda, um aumento localizado do nimero de
®@Madas do sistema vascular do caule {Fig. 9), bem co-
;'(‘)‘)3 Uma divisfio intensa nas células da regifo medular (Fig.

Até o 25° dia de cultura nio se verifica alteragiio em
elacgo 3 coloragdo bege-clara e a consisténcia compacta
95 calos (Fig. 11), e o padriio anatdmico conserva-se inal-
*®rado em relagsio & descrigdo anterior.
. Apbs 60 dias em cultura primaria os calos desenvol-
VIdos em meio com 1mg/I BAP + 0,25mg/l NAA assu-
Mem colorag3o verde, desenvolvendo estruturas globula-
®s (Fig. 12). A andlise histolégica revela que a camada mais
®Xterna do calo & constituida por células cujas paredes
apreSentam-se coradas de vermelho apds tratamento pela
Ucsina basica.
Em determinadas regides periféricas do calo as célu-
las Parenquimaticas sofrem divisdes periclinais, assumin-
O Um arranjo radial (Fig. 13) e orientando a formagdo de
Glébulog (Fig. 14). Essa condi¢cdo permanece no interior
9S mesmos, onde se observa, também, a presenca de ini-
€ros centros meristematicos constituidos por células de
Ormato tabular envolvendo parcialmente os elementos

.4,4-~sp

Fig. 3. Detalhe do parénquima perivascular em divis3o observado em ex-
plante caulinar, ap6s trés dias em cultura. MO, 294x.

M~ F

Fig. 4. Secgdo transversal do explante caulinar, com cinco dias em cul-
tura, evidenciando a disposi¢3o radical das células em divis&o. MO. 150x.
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Fig. 5. Detalhe de elementos xileméticos neoformados em calos com cinco
dias em cultura. MO. 500x.

condutores. Ndo se identifica polaridade de tecidos nem
a presenca de embrides somaticos em quaisquer dos seus
estagios de diferenciagdo.

Embora n3o se evidenciem diferenc¢as relevantes quan-
to & constituicdo e disposi¢do dos tecidos componentes
dos calos desenvolvidos em ambos os meios, deve-se res-
saltar o crescimento mais acentuado e acelerado dos ca-
los desenvolvidos em meio com 1mg/! BAP + 0,25mg/|
NAA. Com 25 dias em cultura apresentam 1,64 + 0,21cm
de didmetro, enquanto os calos mantidos no outro meio
tém 1,35 £ 0,19cm de didmetro.

Discussio

As caracteristicas anatémicas citadas por Metcalf &
Chalk (1965) para a familia Solanaceae, tais como trico-
mas glandulares e tectores, feixes bicolaterais e anel co-
lenquimético, foram identificadas nas sec¢@es transversais
de entrends de Datura insignis Barb. Rodr. cultivadas in
vitro.

Alteragdes irregulares observadas na superficie do ex-
plante sdo dependentes da distribuicfo e atividade mito-
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Fig. 6. Aspecto geral dos centros meristeméticos dispersos perifericament?
nos calos com 15 dias em cultura. MO. 60x.

tica dos tecidos (Aitchison et al., 1977). Dyer & Robert’
son (1965) e Smithers & Sutcliffe (1967) apud Aitchisol
et al. (1977) mencionaram que apenas as células da regido |
externa do tecido parenquimatico sfio induzidas a se divi‘
dir, resultando numa intensa atividade periférica, nio ob"
servada no cilindro central. Na espécie em estud?
observou-se que esse processo n3o estava restrito a né
nhuma regido particular, mas que ocorreu nos tecidos X"
ternos ao cilindro central e nos parénquimas interfascicy”
lar e medular.

As células que sofreram as primeiras divisdes, em |
funcdo de sua dediferencia¢do, contribuiram para a for”
mac¢do de um calo com aspecto homogéneo. A analisé
anatémica desses calos de Daturarevelou, no entantor
uma consideravel variabilidade em relagdo ao tipo e di |
ferenciacdo celular. Um calo homogéneo, constituido
inteiramente de células parenquimaticas, é raro de seéf
encontrado, embora tenha sido reportado bor Mooré
(1984) em culturas de Agave e Rosa. As citodiferencia*
¢des observadas em calos, tais como elementos tra
queais, tubos crivados, células suberificadas e tricoma$
{Moore, l.c.), tornam-nos distintos da classificagdo an”
terior. Apos a andlise histologica de calos de Daturd:
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Fig. 9. Seccdo transversal do explante caulinar evidenciando o aumento
do nimero de camadas do sistema vascular em calos com 15 dias em
cultura. MO. 178x.

-4

DNy Tt

::'9- 7. Detalhe de um centro meristematico, em secgo transversal, in-
eg@do por células tabulares que envolvem parcialmente os elementos
X“eméticos, observados em calos com 15 dias em cultura. MO. 235x.

Fig. 10. Secc3o transversal de calo com 15 dias em cultura, mostrando
parénquima medular em intensa divisdo, MO. 147x.

estes foram considerados ndo-homogéneos, uma vez que

se constatou a presenca de elementos condutores disper-

sos individualmente ou em centros meristematicos, dife-

renciados no interior do calo. A histogénese de calos de

Aesculus hippocastanum (Profumo et al., 1986) e de Digi-

_ talis lanata (Diettrich et al., 1986) também revelou a pre-

senca de centros meristematicos em calos ndo-homogé-
7 ’:ﬁ 1' neos.

i " Durante o desenvolvimento do calo de D. insignis foi

Fig. 8. Detalhe de elemento xilematico em plano longitudinal, em calos possivel observar que, embora todos os tecidos do caule

€om 15 dias em cultura. MO. 397x. tenham apresentado divisio, somente aqueles situados
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Fig. 11. Calo claro, compacto e ndo-embriogénico desenvolvido em meio
com Img/l BAP + 0,25mg/l NAA, ap6s 25 dias em cultura.

Fig. 12. Calo compacto e ndo-embriogénico desenvolvido em meio com
1mg/l BAP + 0,26mg/l NAA, ap6s 60 dias em cultura. Presenca de es-
truturas globulares na periferia do calo.

entre a epiderme e o cilindro vascular eram em tecido ca-
logénico. Tal resultado se assemelha ao encontrado em
Coffea canephora por Nassuth et al. {1980).

A razdo exata pela qual o tipo de tratamento e trocas
no estado fisico do meio induzem & diferenciagdo do calo,
tornando-o embriogénico, é dificil de ser explicado. No en-
tanto, considerando-se o quanto sio especificos os balan-
¢os hormonais e nutricionais necessdrios para induzir a em-
briogénese somética no calo, podem ser produzidas dife-
rentes situagdes para que esse equilibrio dentro das célu-
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Fig. 13. Detalhe do arranjo radial das células periféricas do calo em divi-
sdo, orientando a formagdo de estruturas globulares, com 60 dias em cuk
tura. MO, 5bx.

Fig. 14. Seccdo transversal da estrutura globular desenvolvida em calos
com 60 dias em cultura. MO. 60x.

las favorega a diferenciagdo de um grupo de células com
alto grau de crescimento e alongamento e de outro grupo
com potencial para assumir atividade embriogénica (Ren-
gel & Jelaska, 1986).

Vasil & Vasil {1986) descreveram que as culturas
de calos embriogénicos sdo compactas, nodulares e
geralmente n3do-fridveis. Embora os calos da espécie
em estudo tenham apresentado aspectos semelhantes
aos apontados pelos autores .acima, foram considera-
dos como ndo-embriogénicos, uma vez que os estu-
dos anatdémicos ndo apontaram a presenga de em-
bridides somaticos.
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Diettrich et al. (1986) detectaram colonias de glébu-
los ndo-embriogénicos em calo de folha de Digitalis lana-
ta, o mesmo tendo sido observado por Rucker et al. (1976)
8pud Diettrich et al. (1.c.) em Digitalis purpurea e por Nuti
Ronchi (1981) em culturas de Nicotiana. Estruturas simila-
res foram encontradas, no presente trabalho, em calos de-
Senvolvidos no meio com 1mg/l BAP + 0,25mg/l NAA.

A indugio de embrides sométicos depende dos valo-
'es absolutos e dos tipos de auxina e citocininas empre-
9adas, Ammirato (1983) considerou que para a indugdo de
Celulas com capacidade embriogénica torna-se necessa-
Ma a utilizaggo de altas concentragdes de auxina, e Ren-
9el & Jelaska (1986) mencionaram que intimeras culturas
dpresentam formagdo de embriSes somaticos em presen-
%2 de BAP, que acelera a fase de expressio da diferencia-
¢30. Diante de tais proposicdes procurou-se estabelecer
Uma combinacio BAP/NAA, mantendo-se constante a

concentracdo de BAP. No entanto, ndo foi possivel obter
a inducdo e diferenciacdo de tais estruturas embriogéni-
cas. Tal fato leva a concluir que as interagGes auxina/cito-
cinina empregadas ndo se mostraram adequadas ao de-
senvolvimento de calo embriogénico.

Esse resultado n3o inviabiliza a possibilidade de no-
vos estudos com outros tipos e/ou concentragdes dos re-
guladores de crescimento.
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